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1－Methylnicotinamideameliorateslipotoxicity－inducedoxidativestressand
CCIldeathinkidneyproximaltllbul訂Cells
（1－メチルニコチンアミドは腎臓の近位尿細管細胞において脂肪毒性による
酸化ストレスおよび細胞死を改善する）
【目的】腎臓の糸球体性疾患で見られる蛋白尿は、尿細管障事を引き起こし、腎機能を低下
させる主要な因子である。実臨床では、降庄薬などの薬物治療が蛋白尿を抑制し腎保護効果
を示している。しかし、治療を行っても蛋白尿を抑制できず末期腎不全へ至る症例は未だ多
く存在し、新たな治療法が期待されている。尿蛋白の成分であるアルブミンは血中で様々な
分子と結合しており、糸球体で濾過されると桔合した分子とともに近位尿細管で再吸収され
る。近年、糖尿病や肥満で見られる蛋白尿では、脂肪酸結合アルブミン（FFA－alb）の再吸収
による酸化ストレスが近位尿細管細胞障害の原因と考えられ、新たな治療標的として着目さ
れている。また、細胞内NicotinamideadeninedinuckOtide脚AD）代謝がェネルギー代謝や細
胞死と関連し、その代謝関連分子が病態を制御することが解明されつつある。しかし、TFA－alb
の脂肪毒性による酸化ストレスとNAD代謝との関連は明らかではない。そこで本研究では、
FFA・albによる尿細管の酸化ストレスや細胞障害と関連するNAD代謝関連分子が存在すると
仮説を立て、脂肪毒性による近位尿細管障害に対する新たな治療戦略となり得るNAD代謝関
連分子の新規同定を試みた。
【方浩】①FFんalbによる近位尿細管障害と関連するNAD代謝酵素の新規同定：FFA・albを
11日間腹腔内投与し尿細管障害を誘導した雄性C57BL！6Jマウスの腎臓、およびPFA璃Ibで
刺激したマウス培養近位尿細管細胞からcDNAを抽出し、NAD代謝酵素19個のReaLtimePCR
法を行い、FFA－alb刺激により両者の遺伝子発現が同様に変化する酵素を同定した。また、同
定した酵素の代謝分子の細胞内濃度をHPLC法で測定し、同定酵素や尿細管細胞障害マーカ
ー（MCP・1，Fibroncctin，PA1－1）の遺伝子発現との相関関係を解析した。
②FPA4lbによる近位尿細管障事における同定酵素の役割の検討：培養近位尿細管細胞におい
て、RNA干渉法を用いて同定酵素遺伝子の発現を抑制し∴FFA－albによるアポトーシスへの
影響を検討した。また、レトロウイルスを用いて同定酵素遺伝子の過剰発現培養細胞株を樹
立し、FFA－alb，による細胞死への影響を検討した。アポトーシスはWehernBlot法を用いて切
断化Ca呼aSe－3および切断化PARPの蛋白量を評価した。また、Annexin－V、PropidiumIodideを
用いてFACS法により細胞死を評価した。
③同定酵素の代謝分子がFFAdbによる細胞死および酸化ストレスに及ぼす効果の検討：培
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養近位尿細管細胞に脂肪酸刺激の1時間前に同定酵素の代謝分子を卿置L FFA・atbによる細
胞死への影響をWostemBlot怯およびFACS法で評価した。また、細胞内NADおよびNADH
親度の変化をHPLC諺で測定した。酸化ストレスへの影響はH2DCFDA、MitoSoxRedを用
いて評価し、抗酸化酵素MnSOD，H0－1の遺伝子発現はReaI－timePCR牡で翻定した。
④同定酵素の代謝分子がマウスにおけるFFA－albによる腎障害に及ぼす効果の検討：FFA－aIb
を腹腔内投与し尿細管障害を誘導するモデルマウスにおいて、腹腔内投与7日前より予防的
に1－MNA含有水を与え、腎臓におけるアポトーシス（切断化Caspase－3、TUNEL染色）、ネ
クローシス（HE染色）、炎症（F4／80、MCP－1）、線維化（Fibronectin、PAI－1）、酸化スト
レス（4・HNE染色）を評価した。また、FFA－albの腹腔内投与5日目から治療的に1－MNA含
有水を与え、腎障害（アポトーシス、ネクローシス、酸化ストレス）の評価を行った。
【結果】①マウスの腎臓において、柑個のNAD代謝酵素のうち5個の酵素で、FFA－alb刺激
による遺伝子発現の有意な上昇を認めた。その中で、Nicotinamideれ一me血yl的ms触ase脚NMT）
のみが、培養近位尿細管細胞へのFFA－alb刺激においても同様に有意な上昇を認めた。また、
NNMTの代謝分子であるトMethylnicotitlamide（1－MNA）の細胞内濃度上昇を認め、NNMTや
細胞障害マーカーの遺伝子発現と正相関を示した。
②培喪近位尿細管細胞において、NNMTの発現抑制は1－MNAの細胞内濃度を減少し、FFA－alb
によるアポトーシスを増悪した。また、NNMTの過剰発現は1－MNAの細胞内凍度を上昇さ
せ、FFA－aIbによる細胞死を抑制した。
③培養近位尿細管細胞において、トMNAの前醇置はFFA－a］bによる細胞死および酸化ストレ
スを、細胞内NAD、NADH渡度や抗酸化酵素の発現に影響せず抑制した。
④トMNAの予防的な経口摂取は、マウスの腎臓においてFFA－aIbによる細胞死、炎症、線維
化、酸化ストレスを抑制した。また、トMNAの治療的投与においても、マウスの腎臓でFFA一曲
による細胞死、酸化ストレスを抑制した。
【考療】FFA－albによる近位尿細管障害に関連するNAD代謝酵素として、障害時に遺伝子発
現が上昇するNNMTを新規同定した。NNMTは1－MNAを産生し、細胞保護的に働いている
ことが考えられた。また、1－MNAはNADやNADHの細胞内濃度や抗酸化酵素に関与するこ
となく、FFA－albによる近位尿細管細胞の酸化ストレスを抑制し細胞死を改善させた。さらに
動物実験においても、l・MNAの経口摂取は細胞実験同様にFFA－albによる近位尿細管細胞の
酸化ストレスならびに尿細管障害に対して予防効果および治療効果を認めた。以上から、
トMNAの補充は糖尿病や肥満で見られるFFA－albによる尿細管障害の新たな治療戦略となり
得る可能性が示唆された。
【緒論】1・MNAはFFA・曲による近位尿細管細胞の酸化ストレスや細胞死を改善する。
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（学位論文審査の結果の要旨）（明朝体11ポイント、600字以内で作成のこと。）
糖尿病や肥満で見られる蛋白尿では、脂肪酸結合アルブミンの脂肪毒性による近位尿細管障害
が腎機能低下の原因であり、新たな治療標的として着目されている。また、細胞内Nicotinamide
adenine dinucleotide（NAD）代謝やその代謝関連分子がエネルギー代謝や細胞死に関わる病態
で研究されているが、尿細管障害との関連は明らかではない。本研究では、脂肪毒性による尿
細管障害と関連するI岨D代謝関連酵素・分子が存在するという仮説について、マウスおよび培
養近位尿細管細胞を用いた検討を行い、以下の点を明らかにした。
1）腎臓において、Ⅳicotinamiden一methyltransferase（NNWT）の遺伝子発鄭ま脂肪毒性による
腎障宙と関連がある。
2）NNMTによる1－Methylnicotinanide（1－MNA）の産生は脂肪毒性による腎障事に対し、保護的
に働く。
3）1一睡帆は脂肪毒性によるミトコンドリアの酸化ストレスを抑制する。
4）マウスにおいて、卜抑帆の経口投与は脂肪毒性による腎障事を改善する。
本論文は、川拍代謝関連分子である1一脚Aが脂肪毒性による近位尿細管障事に対する新たな治
療戦略となり得る可能性について新しい知見を与えたものであり、最終試験として論文内容に
関連した試問を受け合格したので、博士（医学）の学位論文に値するものと認められた。
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